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MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

IZOLACE DNA Z PRIRODNICH VZORKU

Cilem izolace nukleovych kyselin (NK) je rozdéleni komplexu DNA-protein a extrakce Cisté,
nerozstépené DNA bez piimési (RNA, bilkoviny). Prvnim krokem je vzdy lyza bunek, ze
kterych chceme nukleové kyseliny ziskat. U Zivo€isnych bun€k staci obvykle rozpusténi
biomembran a denaturace proteinu detergentem (obvykle Triton X-100 a laurylsiran sodny).
U houbovych ¢i rostlinnych bun¢k s bunéfnou sténou musi byt pouzita néjaka forma
mechanické sily, napt. protfepavanim na vortexu se sklenénymi kulickami, drcenim tkané
zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce apod. Pro lyzu pevnych tkdni nebo pro zvySeni
Cistoty izolované DNA se n¢kdy k lyza¢nimu roztoku ptidava enzym proteinaza K, ktery stépi
bilkoviny, v¢etng histonli vdzanych na strukturu DNA.

Bunéény obsah vcetné nukleovych kyselin se z lyzovanych bun¢k uvolni do pufrovaného
roztoku, ktery kromé& detergentii obsahuje etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA). Ta
chelatuje ionty vapniku, které jsou potiebné jako kofaktor nukleaz. Nukleazy bez vapniku
nepracuji, takZe vychytanim vapniku zabranime rozStipani CcCerstvé uvolnéné DNA
nukledzami, které se z lyzovanych buné€k také uvolni. Jako inhibitor nukleaz funguji také
nekteré detergenty, které se pouzivaji pii lyze bunck - zejména laurylsiran sodny a N-
laurylsarkosin. DalSim krokem je pak precipitace DNA etanolem a jeji nasledné promyti.
Nakonec se DNA rozpusti ve vodé nebo vhodném pufru.

Pro izolaci NK je k dispozici pestra Skala metod. Ke tfem nejpouzivanéj$im metodam (které
se od sebe 1isi pouzitym druhem rozpoustédla) patti fenol-chloroformova extrakce, metoda
adsorpce na pevny podklad (organickd rozpoustedla) a vysolovani (precipitace proteinu

pomoci NaCl).
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Metody izolace DNA:

Fenol-chloroformova extrakce nukleovych Kkyselin

Tradi¢ni fenol-chloroformova metoda extrakce ponechdva NK rozpusténé ve vodném
prostfedi (pufru) a odstrafiuje ostatni slozky lyzatu, pfedevsim proteiny. K lyzatu je pfidana
smés fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform je organické rozpoustédlo a nemisi
se s vodnym roztokem bunécného lyzatu, takze se smés rozdéli na dvé faze — horni vodnou a
dolni chloroformovou. Protfepavanim dochazi k miseni fazi, pti kterém fenol srdzi proteiny
pfitomné ve vodném lyzatu. [zoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu v chloroformu, takze
po skonCeni protfepavani piejde fenol do chloroformové faze. Po protiepani je roztok
odstiedén pro dokonalé oddé€leni fazi. Na rozhrani mezi fdzemi se obvykle objevi bily
prstenec srazenych proteint (tzv. interfdze). Horni vodna faze obsahuje NK a je pfenesena do
nové Cisté zkumavky. Pro dokonalé odstranéni proteini je nutno extrakci opakovat
opétovnym piidanim smési fenol-chloroform-izoamylakohol a protfepavanim tak dlouho,
dokud se na rozhrani nepiestane po odstfedéni objevovat bila proteinova srazenina. U izolace
z rostlin, hub a nékterych bakterii je nékdy nutné odstranit 1 polysacharidy extrakci s
cetyltrimetylamonium bromidem (CTAB). Nakonec je nutné extrahovat jesté jednou smési
jen chloroformu s izoamylakoholem (24:1), aby byly odstranény i stopy fenolu v roztoku,
které by mohly interferovat napt. s pouzitim enzymu pii dal§im zpracovani izolovanych NK.

Z piecisténého vodného roztoku je mozné NK vysrazet pfidanim koncentrovaného etanolu, po
odstfedéni se na dné zkumavky objevi mlécné zkaleny sediment (peleta). S nukleovymi
kyselinami se sraZeji i soli, které zvySuji uc¢innost srazeni NK a davaji peleté bilé zbarveni.
Soli je pak potieba odmyt 70% etanolem. Cisté NK je mozné po odsati supernatantu rozpustit
ve vodé nebo ve vhodném pufru. Protoze vice nez 95% objemu NK v buiice tvoii RNA,
pfevazuje RNA i v tomto roztoku. Pokud potfebujeme pracovat s ¢istou DNA, musi byt RNA
odstranéna pisobenim RNazy. Roztok musi byt poté znovu piecistén fenol-chloroformovou

extrakci a DNA srazena etanolem.
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Tato metoda je pouzivana obvykle pro praci s vétSim mnozstvim DNA nebo v nékterych

specialnich postupech.

Vysolovaci metoda

Metoda vysolovani obchézi pouziti organickych rozpoustédel popsanych v predchozi metodé.
Tato metoda se pouziva predev§im k izolaci leukocytarni DNA z krve, proto je tieba se
nejprve zbavit bezjadernych erytrocytii. Nejprve se proto lyzuji membrany erytrocytt
amonium-chloridovym pufrem. Dochazi k selektivni hemolyze erytrocytu resorpci NH4CI.
Leukocytarni DNA se izoluje pomoci rozpusténi bunééné membrany enzymem proteindzou
K, kterd mé vys$i aktivitu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS). Nésledné se ptida
NaCl v pufru, kterym se lyzuji jaderné membrany a vysolenim zbyvajicich proteind a
proteindzy K vznika bily precipitat. K supernatantu se ptida 96% etanol a po odstfedéni se na
dné zkumavky objevi mlécné zkaleny sediment, tzv. peleta, kterd se omyje 70% etanolem a

nechd se oschnout. Nakonec se rozpusti v TE pufru nebo ve vodé.

Adsorpce na silikat

Adsorpéni metody vyuzivaji schopnost NK adsorbovat se na povrchy z oxidu kiemicitého
(silikat) v ptitomnosti chaotropni soli (jodid sodny nebo ionty guanidinu). K roztoku,
obsahujicimu zlyzovany bunéény obsah, se ptidava chaotropni stl a suspenze silikatovych
castic. Sila vazby zavisi na NK, na iontové sile a pH roztoku. Ostatni slouceniny zlistavaji v
roztoku a lze je pak elegantn¢é odstranit — ¢astice nechdme usadit nebo usazeni urychlime
odstfedénim, odsajeme roztok nad casticemi a proplachneme novou déavkou pufru s
chaotropnimi solemi. Po op€tovném odstfedéni a odsati roztoku zlstdva na Casticich
adherovana ¢istd DNA. Tu lze pak z povrchu c¢astic snadno uvolnit pfiddnim vody nebo

vhodného pufru, ktery neobsahuje chaotropni soli. Po odstfedéni ziistanou na dn€ jen samotné
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Castice, nad nimi je Cisty roztok DNA. Jedna se o rychlou a jednoduchou metodu s vysokymi
vytézky, vyuziva ji vétSina komercnich kitu.

Kity jsou optimalizovany pro pouziti na konkrétni typ a mnozstvi vzorku a poskytuji
standardizované vysledky. Pohodlnost pouziti kit je dale zvySena tim, Ze obvykle pouzivaji
nastavce do mikrozkumavek, obsahujici jemny filtr, ktery zadrzi silikatové castice.
Zpracovani pak probiha tak, Ze jsou roztoky promyvany ptes kolonku (filtr se zachycenymi
¢asticemi, Obr. 1). Namisto tradi¢niho silikatu kity ¢asto vyuzivaji specidlni pryskyfice a maji
ruzné upravené slozeni pufrii tak, ze napt. preferuji pti adsorpci molekuly DNA urcitého

velikostniho rozpéti.

50 min
th—r-
c

A B

Obr. 1 Schéma izolace DNA pomoci komeréniho kitu

(A) vzorek obsahujici DNA, (B) centrifugace vzorku, (C) odsani pfebyteéné vody, (D) pteneseni pelet do
zkumavky s lyzaénim roztokem a sklenénymi rozbijecimi kulickami, (E) protfepani vzorku na vortexu, (F)
centrifugace vzorku, (G) pfeneseni supernatantu na cistou kolonku, (H) na kolonce selektivné zachycena
uvolnénd DNA, promyta od zbytkli proteinii a poté pomoci roztoku se specifickym pH odmyta do sbérné
zkumavky
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POSTUP: Izolace DNA pomoci extrakénich kiti

Izolace DNA pomoci PowerWater™ DNA Isolation Kit — voda, riizné typy biofilmu
(kameny, kofeny, makrofyta)

Pted zapocetim prace zahtejte roztok PW1 na 55°C po dobu 5-10 min. Pouzijte roztok PW1

dokud je stale teply.

Zkontrolujte roztok PW3, pokud je tieba, rovnéz zahtejte na 55°C po dobu 5-10 min. Roztok

PW3 muze byt pouzit také jesté teply.

. * Nafiltrujte vzorek vody na membranovy filtr (typ GSWP, porozita 0,22 um,
Millipore). Filtrované mnozstvi zavisi na charakteru vzorku (turbidita, zabarveni
atd.). Vé&tSinou se filtruje alesponi 1 L vody (u naSich vzorkt cca 1,5 — 2 L).

* Rozmrazte vzorky riznych typl biofilmu (kameny, kofeny riparidlni vegetace nebo
vodni makrofyta). Vzorky vlozte do zkumavek s 10 — 15 ml fyziologického
roztoku (objem upravte dle charakteru vzorku - vzorek by mél byt v roztoku
ponofien, ale snazime se o pouziti minimalniho mnozstvi fyziologického roztoku,
aby vysledny supernatant nebyl pfili§ nafedén). Takto ptipravené vzorky sonikujte
6 x 30 s (Sonopuls HD 2200, 15 % power) a poté nafiltrujte na membranovy fitr
(typ GSWP, porozita 0,22 um, Millipore).

. S pouzitim dvou pinzet odstraite filtr z filtratni aparatury a srolujte filtrovanou

stranou dovnitf.

. Takto srolovany filtr vlozte do 5 ml rozbijeci zkumavky (Power Water Bead Tube)

. Do zkumavky piidejte 1 ml roztoku PW1 (pfedem zahtaty).

Pozn.: vzorky, jez obsahuji organizmy, u nichz je lyze bunék obtizna (fasy, houby, archea), je

mozno zaradit zahvati vzorku s PW1 na 65°C po dobu 10 min

. Umistéte rozbijeci zkumavky vodorovné do vortex adaptéru a vortexujte maximalni

rychlosti 10 min.

. Centrifugujte v centrifuze pro 15 ml zkumavky (Rotofix) 3 min pifi maximalni

rychlosti (6 000 rpm ~ 3 000 x g).

. Pomoci pipety pfeneste veskery supernatant do Cisté 2 ml mikrozkumavky (Collection

Tube). O¢ekavejte cca 600-650 pl supernatantu.

Pozn.: Spicku pipety zanoite az na dno piimo do rozbijecich kulicek a nasajte maximalni

mnozstvi supernatantu. Postup opakujte, dokud neodsajete veskery supernatant. S velkouu

pravdepodobnosti prenesete do Collection Tube i urcitou cast rozbijecich kulicek, coz ale
nemd zadny vliv na ndsledujici kroky.
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8. Centrifugujte v centrifuze Minispin 1 min p#i rychlosti 13 000 x g (13 000 rpm =~
13 000 x g).

9. Krome¢ peletky pteneste veskery supernatant do €isté 2 ml mikrozkumavky.

10. Pridejte 200 pl roztoku PW?2 a kratce vortexujte k promichani. Poté inkubujte pii 4°C
po dobu 5 min (pouzijte vodni lazen s ledem).

11. Centrifugujte 1 min pii rychlosti 13 000x g.

12. Kromé peletky pteneste veskery supernatant do ¢isté 2 ml mikrozkumavky.

13. Ptidejte 650 pl roztoku PW3 a kratce vortexujte k promichani (Roztok PW3 muize byt
pouZit jeste teply).

14. Pieneste 650 ul supernatantu do kolonky (Spin Filter) a centrifugujte 1 min pii
rychlosti 13 000 x g. Vylijte pfefiltrovanou kapalinu a opakujte, dokud nepouzijete
veskery supernatant.

Pozn. je nutne, aby byly na kolonku nafiltrovany alespon 2 davky (vétsinou je nutno vzorek
rozdelit na 3 davky).

15. Pieneste kolonku do ¢isté 2 ml mikrozkumavky.

16. Protiepejte roztoku PW4 pied pouzitim. Pfidejte 650 pl roztoku PW4 a centrifugujte
1 min pfi rychlosti 13 000 x g.

17. Vylijte prefiltrovanou kapalinu, piidejte 650 pl roztoku PW5 a centrifugujte 1 min pii
rychlosti 13 000 x g.

18. Vylijte prefiltrovanou kapalinu a centrifugujte znovu 2 min pii rychlosti 13 000 x g.

19. Pteneste kolonku do ¢isté 2 ml mikrozkumavky.

20. Pridejte 100 pl roztoku PW6 doprostied bilé membrany uvniti kolonky.

21. Centrifugujte 1 min pfi rychlosti 13 000 X g, vyjméte zkumavku z centrifugy a
nechejte jesté 2 min stat pii laboratorni teploté.

22. Vyjméte kolonku. DNA je nyni pfipravena pro rizné aplikace.

Ziskanou DNA skladujte pfti teploté -20°C.

Izolace DNA pomoci PowerSoil™ DNA Isolation Kit - sediment

1. Rozmrazte vzorky sedimentu (15 ml zkumavky) a centrifugujte v centrifuze (Rotofix)
3 min pii maximalni rychlosti (6 000 rpm =~ 3 000 X Q).

2. Odlijte vodnou fézi vzorku.

Do rozbijeci zkumavky (PowerBead Tube) navazte 0,25-0,5 g sedimentu.

4. Zkontrolujte roztoku C1, jestlize obsahuje sraZeniny, zahiejte na 5 min na 50-60°C.
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Do rozbijeci zkumavky pridejte 60 pl roztoku C1 a nékolikrat pievratte tubu v ruce
nebo kratce vortexujte.

Umistéte rozbijeci zkumavky vodorovné do vortex adaptéru a vortexujte maximalni
rychlosti 15 min.

Centrifugujte v centrifuze Minispin 30 s pfi rychlosti 10 000 x g (10 000 rpm ~ 10 000
X g).

Pteneste supernatant do Cisté 2 ml mikrozkumavky (Collection Tube). Ocekavejte cca
400-500 pl supernatantu.

Pridejte 250 pl roztoku C2 a vortexujte 5 s. Poté inkubujte pii 4°C po dobu 5 min
(pouzijte vodni lazen s ledem).

Centrifugujte 1 min pfi rychlosti 10 000 x g.

Kromé peletky pieneste do ¢Cist¢é 2 ml mikrozkumavky maximaln¢ 600 pul
supernatantu.

Piidejte 200 ul roztoku C3 a kratce vortexujte (nebo protiepat v ruce). Poté inkubujte
pii 4°C po dobu 5 min (pouzijte vodni lazen s ledem).

Centrifugujte 1 min pfi rychlosti 10 000 x g.

Kromé peletky preneste do ¢isté 2 ml mikrozkumavky 750 ul supernatantu. V tomto
kroku je 1épe pouzit misto pipety prostou dekantaci

Ptidejte 1200 pl roztoku C4 a vortexujte 5 s (obratit v ruce).

Pieneste 675 ul supernatantu do kolonky (Spin Filter) a centrifugujte 1 min pfi
rychlosti 10 000 x g. Vylijte pfefiltrovanou kapalinu a opakujte, dokud nepouZijete
veskery supernatant.

Pozn. vzorek je nutno rozdeélit na 3 davky.

Ptidejte 500 pl roztoku C5 a centrifugujte 30 s pii rychlosti 10 000 X g.

Vylijte prefiltrovanou kapalinu a centrifugujte znovu 1 min pfi rychlosti 10 000 x g.
Pieneste kolonku do ¢isté 2 ml mikrozkumavky.

Ptidejte 100 pl roztoku C6 doprostied bilé membrany uvniti kolonky.

Centrifugujte 30 s pti rychlosti 10 000 x g, vyjmé&te z centrifugy a nechejte jesté 2 min
stat pi1 laboratorni teploté.

Vyjméte kolonku. DNA je nyni pfipravena pro rizné aplikace.

Ziskanou DNA skladujte pfi teploté -20°C.
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Potiebny material:

pracovni rukavice

stojan na 2 ml mikrozkumavky
soupravy komercnich kitt
centrifugacni zkumavky 15 ml, 2 ml
pipeta 20-200 pl + $picky

pipeta 200-1000 pul + $picky

stopky, pinzeta

Chemikalie:
roztoky komercnich kit

Doporudena literatura:

o Power Water and Power Soil DNA Isolation Kit — Instruction Manual (MoBio Laboratories)

e Sbornik textt: Vybrané vySetrovaci metody v molekularni genetice a cytogenetice. Kolektiv
autort, 2008. Ustav dédicnych metabolickych poruch VEN Praha.

e http://biologie.upol.cz/metody/

e  http://kmil.trios.cz/Predchozi/kmil07053c.htm
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